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Resumen
Antecedentes. El osteoblasto tiene la capaci-
dad de estimular la neoformación del tejido óseo,
mediante la síntesis de proteínas tales como las
proteínas morfogenéticas, factores de crecimien-
to y proteínas colágenas  y no colágenas. A su
vez, indirectamente controla los procesos de
reabsorción sintetizando otra serie de proteínas
estimuladoras de la actividad osteoclastogénica.
Objetivo. El propósito de este trabajo de inves-
tigación fue analizar la expresión de la proteína
de choque térmico HSC70 en un cultivo primario
de osteoblastos, después de someterlo a una fuer-
za tensil mediante centrifugación, determinando
el patrón de proteínas mediante análisis
electroforético.
Material y métodos. A partir de cráneos de
ratones lactantes ICR se obtuvieron cultivos de
células con características morfológicas tipo
fibroblastoide, con prolongaciones alargadas y
citoplasmas ligeramente cuboidales que sugie-
re un cultivo enriquecido de osteoblastos; los
cuales fueron sometidos a centrifugación y se
analizó por inmunocitoquímica, electroforesis y
Western blot la expresión diferencial de la pro-
teína HSC70.
Resultados. La técnica de electroforesis SDS-
PAGE unidimensional no permitió determinar
diferencias en el patrón de corrido entre
osteoblastos tratados respecto a los no tratados
con la fuerza tensil. Sin embargo, la proteína
HSC70 se sobre-expresa en osteoblastos so-
metidos a centrifugación analizada mediante la
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técnica de Western blot e inmuno-
histoquímica.
Conclusión. Aunque la electroforesis no de-
terminó diferencias en el patrón de corrido,
la proteína de estrés HSC70 se sobre-expre-
só en osteoblastos sometidos a centrifugación
analizada mediante la técnica de Western blot
e inmunocitoquímica, sugiriendo que es im-
portante en este tipo de estrés.
Palabras clave: proteínas, proteínas de cho-
que térmico HSC70, osteoblastos,
electroforesis, inmunocitoquínica, western
blotting.
Summary
Background. Osteoblasts can stimulate new
bone formation by protein synthesis, such as,
bone morphogenetic proteins, growth factors
and collagen and non-collagenous proteins.
As well, they controls  reabsortion processes,
because they can synthesize proteins to
promote osteoclastogenic activity, when
necessary.
Objetive. The objetive of this work was
analyze the expression of the heat shock
cognate protein  HSC70 in a primary culture
of murine osteoblasts, after putting under a
tensil force by centrifugation and determining
the protein pattern by electrophoretic analysis.
Materials and methods. From skulls of
newborn  mice ICR,  cultures of cells were
obtained with morphologic characteristics
fibroblasts-like type, extended prolongations
and cytoplasms slightly cuboidal and plump,
it suggests  an enriched culture of osteoblasts.
Results. The technique of unidimensional
electroforesis SDS-PAGE did not allow de-
termine differences in the run pattern  between
osteoblasts treated with  tensil force and control
cells. Nevertheless, protein HSC70 overexpresion
in osteoblasts was confirmed by Western blot and
inmunocytochemistry on-are expressed.
Conclusions. Electroforesis did not determine
differences between control cell and cell submited
to centrifugation. Stress protein HSC70 was
expressed in osteoblasts submitted to centrifugación
analyzed by Western’s blot technology suggesting
a important roll of this stres type.
Key words: proteins, HSC70 heat-shock proteins,
osteoblasts, electrophoresis, immunohistochemistry,
blotting, Western.
Introducción
Al elaborar el diagnóstico y plan para el tratamiento
en los pacientes que se someten a tratamientos de
ortodoncia, se analizan todas las fuerzas que se ejer-
cen sobre los dientes y tejidos de soporte para ase-
gurar el éxito del tratamiento (1-5). Sin embargo, a
pesar de que las fuerzas mecánicas son el funda-
mento del mismo, no se ha reportado en la literatura
el análisis de las proteínas sintetizadas por las células
después de estímulos mecánicos que están relacio-
nados con los procesos de resorción ósea fisiológica
y patológica. Los osteoblastos expresan marcado-
res fenotípicos como fosfatasa alcalina, colágeno tipo
I y osteocalcina, entre otros (6-8) y el osteoclasto es
la célula efectora de la reabsorción ósea, su función
es regulada por células del linaje osteoblástico pro-
bablemente a través de diversos mecanismos inter-
relacionados, por ejemplo, el RANKL (9-12) y otros
factores de crecimiento que actúan sobre los com-
ponentes de la matriz ósea (13).
La relación entre fuerzas mecánicas y remodelado
óseo se utiliza en ortodoncia donde las fuerzas me-
cánicas ejercidas sobre las raíces de los dientes,
posibilitan su movimiento a través del alvéolo. Sur-
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ge entonces una pregunta de cómo responden
las células óseas a un estímulo mecánico. Se
sabe que un estrés mecánico activa la cascada
de transducción intracelular (14) y que el
remodelado óseo es una secuencia coordinada
de eventos de células mediadoras (15). Un esti-
mulo mecánico genera proliferación de células
óseas. Sin embargo, el mecanismo bioquímico
involucrado en la conversión de estímulos de se-
ñales en osteoblastos no se ha dilucidado en su
totalidad (16,17).
Sandy y colaboradores encontraron un incremen-
to en el cAMP y del fosfatidil inositol cuando se
deformaron mecánicamente células durante 30
minutos (18). Carvalho y Scott aplicaron fuerzas
mecánicas a osteoblastos cultivados en discos
flexibles de Petri utilizando el Flexercell Strain unit
Sistem, por períodos entre seis y 24 horas. En
estos trabajos los resultados se midieron con téc-
nicas de inmunohistoquímica para receptores alfa
1, alfa 2, alfa 3 e integrina B1 (19, 20). La
cuantificación de la síntesis de estas proteínas fue
hecha por inmunoprecipitación. Los resultados
mostraron que las fuerzas mecánicas
incrementaban significativamente la síntesis de
integrinas y también afectaban la distribución de
todas las proteínas involucradas (19).
La respuesta de las células osteoblásticas a las
fuerzas mecánicas demuestran que la adaptación
del citoesqueleto está en asociación con una sín-
tesis aumentada de integrinas sugiriendo que las
integrinas y las proteínas relacionadas con el
citoesqueleto aportan una posible vía a través de
la cual la fuerza mecánica es transmitida a las
células. Igualmente, los organismos vivos respon-
den a estímulos estresantes aumentando la sínte-
sis de un grupo de proteínas colectivamente lla-
madas proteínas de estrés (21). La proteína “heat
shock cognate” HSC70 pertenece a la familla de
las proteínas de choque térmico de 70 kDa
(hsp’s70) y se identificó primero en células so-
metidas a estrés, aunque posteriormente se en-
contró también en células no estresadas. La
familla HSP70 se clasifica según la expresión de
la proteína en la célula, como proteínas de expre-
sión constitutiva que incluyen la HSC70, grp75
mitocondrial, grp78 o BIP de retículo endoplásmico
y en proteína de expresión inducible como la “heat
shock protein” HSP70 y la HSP72 (21-26).
La proteína HSC70 se asocia transitoriamente
a cadenas polipeptídicas nacientes, previniendo
plegamientos prematuros o agregaciones durante
la síntesis protéica; así mismo, se requiere para
el traslado de polipéptidos precursores a través
de las membranas de la mitocondria, del retícu-
lo endoplásmico y de lisosomas (27,28). Ade-
más, se ha encontrado que las HSP están
involucradas en la disociación de complejos
protéicos, de manera dependiente de ATP (29,30).
También, por citometría de flujo e inmunofluo-
rescencia, se ha encontrado que la proteína
HSC70 está en la superficie de la membrana
citoplasmática (31-37).
En este trabajo, nos propusimos investigar la
expresión de la proteína HSC70 en un cultivo
primario de osteoblastos, en las células someti-
das a fuerza tensil por centrifugación.
Material y métodos
Obtención de osteoblastos. Los ratones de
la cepa ICR de 5-7 días de edad obtenidos de la
sala de experimentación del laboratorio de
Biomiméticos del Instituto de Biotecnología, se
sacrificaron por decapitación dentro de los
parámetros internacionalmente aceptados de
eutanasia y sus cráneos se disecaron retirando
el tejido blando, posteriormente se lavaron con
PBS que contenía calcio y magnesio por 10 mi-
nutos. Luego se sometieron a digestión enzi-
mática con colagenasa (Sigma) y tripsina
(Sigma) a una concentración de 1 mg/ ml por
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tres veces durante 30 minutos.
Las células liberadas con la última digestión se
cultivaron en frascos T25, mantenidas en
DMEM suplementado con suero fetal bovino al
10 por ciento, 100 U/ml de penicilina, 100ug/ml
de estreptomicina, 0,25 ug/ml de anfotericina B,
beta-glicerofosfato 10mM, L-ácido ascórbico 2
fosfato 100 uM y dexametasona 100 nM (me-
dio osteogénico). El medio se cambió cada ter-
cer día y los cultivos se mantenieron en un am-
biente de 37 °C 95 por ciento de aire y 5 por
ciento de CO
2
.
Se hizo conteo celular y prueba de viabilidad con
azul de tripan. Los osteoblastos empleados para
las diferentes pruebas descritas en este trabajo
fueron células obtenidas durante los primeros 15
días de cultivo. Sin embargo, el cultivo se mantu-
vo en óptimas condiciones hasta por 30 días.
Inmunocitoquimica. Se utilizaron anticuerpos
para identificar marcadores característicos de
los osteoblastos: osteopontina (OPN), osteo-
nectina (ON), Cbfa1, osteoprotegerina (OPG)
o para evaluar la expresión de la proteína HSC70
(Todos de Santacruz Biotechnology). Se hizo la
estandarización necesaria para detectar la con-
centración ideal de anticuerpo primario en cada
caso, dando como resultando (todos los anti-
cuerpos fueron de Santacruz Biotechnology):
osteonectina 1:100, osteopontina 1:300, osteopro-
tegerina 1:200, Cbfa1 1:50 y HSC70 1:100. Igual-
mente se detectó la capacidad proliferativa de
dichas células con el anticuerpo anti-PCNA con
una dilución de 1:1000. Sobre laminillas
cubreobjetos, con un número aproximado de
100.000 células/laminilla, se fijaron con parafor-
maldehido al 4 por ciento, durante una hora. Lue-
go se permeabilizó con triton X100 al 0.1 por
ciento en PBS por 30 minutos. Posteriormente,
se inactivó la peroxidasa endógena con peróxido
de hidrógeno al 0.3 por ciento en metanol, du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente. Lue-
go las células se bloquearon con albúmina al 1
por ciento, durante 30 minutos. Se incubaron con
el anticuerpo primario una hora a 37 °C o toda
la noche a 4 °C 1:100 (SC1059 Santa Cruz).
Luego de tres lavados se incubaron con el anti-
cuerpo secundario biotinilado (1:400) de
VECTOR, durante una hora a temperatura am-
biente; luego la avidina–peroxidasa de VECTOR
se incubó por 1 hora a temperatura ambiente. El
revelado se hizo con diaminobenzidina al 0.1 por
ciento y se contra-coloreó con hematoxilina de
Mayer. El montaje de las láminas se hizo con
permount previa deshidratación de las mismas.
Para analizar la expresión de la proteína HSC70
no se utilizó un control positivo porque esta pro-
teína se expresa constitutivamente en todas las
células. Además el anticuerpo ya se había utili-
zado en la misma técnica en la línea celular
MA104.
Estímulos mecánicos. Se sembraron osteo-
blastos sobre laminillas cubreobjetos (1cm de
diámetro) en cajas de 24 pozos (aproximada-
mente 50.000 células /pozo) y se dejaron proli-
ferar durante dos días antes de aplicar el esti-
mulo. Posteriormente las laminillas, sin medio
de cultivo, con las células adheridas se coloca-
ron dentro de tubos Falcon de 15 ml y se
centrifugaron (1000 o 2000 rpm) en una centrí-
fuga clínica (DINAC, Becton Dickinson) duran-
te cinco o 10 minutos. Como control se utiliza-
ron osteoblastos los cuales no se centrifugaron
y permanecieron sin medio el mismo tiempo que
las células sometidas a centrifugación. Las
laminillas con las células se recuperaron y se
utilizaron para tres técnicas: inmunocitoquímica,
electroforesis SDS-PAGE y Western blot.
Electroforesis SDS-PAGE. Aplicadas las fuer-
zas tensiles, las células se lisaron con buffer
RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% DOC,
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0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8). El lisado celular
se resuspendió en buffer de disociación (Tris
HCl 0,065 M, pH 6,8; SDS 2% p/v; 2 b-
mercaptoetanol 5% v/v; EDTA 2mM y glicerol
10% v/v) y se hirvió por tres minutos. Las mues-
tras se agitaron en vortex y se centrifugaron a
10000 Xg por 10 segundos. La electroforesis se
condujo a 20 mA por lámina de gel (8 X 5 cm y
0.75 de grosor) y se detuvo cuando el marcador
azul de bromofenol alcanzó el extremo del gel.
Los geles se tiñeron con nitrato de plata de
acuerdo con las metodologías descritas por Blum
(38) y Acosta y Mayo (39) o con azul de
Coomassie.
Western Blot. Finalizada la electroforesis SDS-
PAGE la transferencia se hizo en condiciones
semisecas siguiendo el protocolo del fabricante
(Sigma-Aldrich). El gel que se transfirió se tiñó
con nitrato de plata y la membrana se reveló
(40). El anticuerpo primario con dilución 1:1000
(SC1059 Santa Cruz) se incubó en PBS y azida
de sodio al 0.02 por ciento durante toda la noche
a 4°C. El anticuerpo (Santacruz Biotechnology)
secundario conjugado con proteína peroxidasa
(1:2500) se incubó durante hora y media a tem-
peratura ambiente en PBS. La banda corres-
pondiente se visualizó mediante la técnica de
Luminol o la membrana se reveló con solución
reveladora que contenía 6 mg de 3,3-Diamino-
benzidina por cada 10 ml del buffer de revelado,
junto con 3 mg de cloruro de cobalto y 100 ì l de
H
2
O
2
 al 3 por ciento y la reacción se detuvo
cuando se visualizó la banda correspondiente.
Resultados
Se obtuvieron células a partir de cráneos de ra-
tones lactantes ICR con características
morfológicas tipo fibroblastoide con prolonga-
ciones alargadas y citoplasmas ligeramente
cuboidales. Dichas células presentaron su con-
fluencia total en frascos de 35 mm2 entre cinco
y ocho días después de sembrados. Se realizó
subcultivo cada ocho días conservando una alta
capacidad proliferativa durante un mes demos-
trada mediante la expresión del antígeno de pro-
liferación celular nuclear (PCNA). PCNA es
un marcador de proliferación comúnmente utili-
zado. Se encontró que durante los 30 días que
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Figura 1. Porcentaje de células que expresan el antígeno Cbfa-1, PCNA, OPN, ON y OPG en el cultivo
primario de osteoblastos. Las células cultivadas en cubreobjetos se trataron como se describe en mate-
riales y métodos. El anticuerpo primario (Santacruz) se usó así: Cbfa1 1:50; Antígeno de proliferación
celular (PCNA) 1:1000. Osteopontina (OPN) 1:300; Osteonectina (ON) 1:100; Osteoprotegerina (OPG)
1:300. El Ac secundario estaba biotinilado con peroxidasa 1:200 (Vector). Como control se usaron las
mismas células sin Ac primario.
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se mantuvo el cultivo celular, aproximadamente
el 80 por ciento de las células eran positivas para
el PCNA, sugiriendo que el cultivo se mantuvo
viable y con buena actividad proliferativa (Figu-
ras 1 y 2). Este control es muy importante cuan-
do se realizan cultivos primarios porque puede
disminuirse la capacidad proliferativa, envejecer
el cultivo y los resultados se tornan de difícil in-
terpretación.
Igualmente, se corroboró que el cultivo estaba
enriquecido con osteoblastos. Para esto se ana-
lizó el porcentaje de células del cultivo que pre-
sentaran marcadores “específicos” de osteo-
blastos. Los resultados indican que aproxima-
damente el 80 por ciento de las células expresa-
ron Cbfa-1 y OPN, el 60 por ciento ON y el 50
por ciento OPG (Figura 1). Igualmente el culti-
vo presentó actividad de fosfatasa alcalina, me-
dida por colorimetría (Figura 3). En esta técnica
como control se utilizaron macrófagos pleurales
humanos de la linea U937A y fibroblastos
Figura 2. Inmunocitoquímica de osteoblastos en monoca-
pa. Las células cultivadas en cubreobjetos se trataron como
se describe en materiales y métodos. Todos los anticuer-
pos primarios (Ac) son de SantacruzR y el secundario esta-
ba biotinilado con peroxidasa (Vector). 1. Osteopontina
(OPN). 2. Antígeno de proliferación celular (PCNA). 3.
Osteoprotegerina (OPG) 4. Cbfa1 5. Osteonectina (ON)
6. Imagen representativa de las células control. Las fle-
chas señalan las células positivas para el antígeno. 1 y 2
Barra = 100 micras. 3 a 6 Barra = 20 micras. (Ver anexo).
Figura 3. Expresión de la fosfatasa alcalina en el cultivo
primario de osteoblastos. Las células se lisaron con tri-
ton X100 al 1% en NaCl 0.9%. El sobrenadante se incu-
bó con para-nitrofenolfosfato y se cuantificó a 405 nm.
Figura 4. Porcentaje de viabilidad celular en el cultivo
primario de osteoblastos. Los osteoblastos cultivados
se les retiró el medio de cultivo y se les adicionó azul
tripan (0.4%) en PBS y se hizo conteo celular en el
microscopio invertido al minuto de incubación con el
colorante.
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dérmicos. En conjunto, estas técnicas determi-
naron que se tenía un cultivo primario enriqueci-
do de osteoblastos.
El cultivo se mantuvo en óptimas condiciones
hasta por 30 días, aunque los osteoblastos em-
pleados para las diferentes pruebas descritas en
este trabajo tenían 15 días de cultivo. La viabili-
dad se examinó con azul tripan encontrándose
valores de 98 por ciento el día cero y 97 por
ciento el día 15 (Figura 4).
Para determinar si existían cambios en la ex-
presión de proteínas en los osteoblastos luego
de someterlos a la fuerza centrífuga, las células
se lisaron para analizar su patrón electroforético.
La electroforesis SDS-PAGE unidimensional
revelada con tinción de Coomassie o con nitrato
de plata (Figura 5) no permitió establecer dife-
rencias en el patrón de corrido entre osteoblastos
tratados respecto a los no tratados. Con estos
resultados se determinó no realizar electroforesis
bidimensional dado que posiblemente no cam-
bien los resultados o los cambios sutiles sean de
difícil interpretación. Se prefirió analizar si la
proteína de estrés conocida como HSC70 (Heat
Shock Cognate) se sobreexpresaba luego de
Figura 5. Electroforesis SDS-PAGE de proteínas totales de osteoblastos teñidas con nitrato de plata (A) y azul de
Comassie (B). Las células cultivadas se trataron como se describe en materiales y métodos. Todas las células control
se dejaron sin medio de cultivo durante 10 minutos.  1A y 8B control, cultivo de 48 horas sin centrifugar.  2A y 5B cultivo
de 24 horas centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos. 3A y 4B cultivo de 24 horas centrifugado a 2000 rpm por 10
minutos. 4A y 3B cultivo de 48 horas centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos. 5A y 2B cultivo de 48 horas centrifugado
a 2000 rpm por 10 minutos.70 kDa 45kDa  1B Marcadores de peso molecular. 6B control, cultivo de 12 horas sin
centrifugar. 7B control, cultivo de 24 horas sin centrifugar. 9B Células control MA104 sin centrifugar. (Ver anexo).
someter las células a la fuerza tensil que se ge-
nera al centrifugar.
Para determinar si existían cambios en la ex-
presión de la proteína de estrés HSC70 en los
osteoblastos luego de someterlos a la fuerza
centrífuga, las células se lisaron y se estanda-
rizaron las concentraciones equivalentes de pro-
teína procedente de las células sometidas a los
diferentes tratamientos y de las células control
(Figura 5). El Western blot de los diferentes
tratamientos y los controles sugieren que la pro-
teína de estrés HSC70 aumenta su expresión
en todas las células sometidas a la fuerza tensíl
con respecto a las células control. No se en-
contraron diferencias evidentes, con esta téc-
nica, entre las células a las que se les aplicó la
fuerza durante cinco o diez minutos (Figura  6).
No se aplicó más tiempo de centrifugación por-
que había desprendimiento de algunas células
y porque pueden entrar en estrés por falta de
alimento, aunque por experiencia en nuestro la-
boratorio sabemos que las células en cultivo
pueden tolerar hasta 15 minutos el no estar con
medio de cultivo, sin sufrir cambios evidentes
que afecten la proliferación y duplicación pos-
terior.
     1         2        3          4        5    1     2      3    4    5     6     7     8      9 
90 
70 
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proteína de estrés aumenta su expresión en las cé-
lulas sometidas al estrés respecto a las células con-
trol. No se apreciaron diferencias entre los distin-
tos tiempos de cultivo (24 ó 48 horas), ni el tiempo
de aplicación de la fuerza (cinco o diez minutos).
Figura 6. Western blot de osteoblastos. Las células fueron
cultivadas fueron tratadas como se describe en materiales
y métodos El anticuerpo primario contra HSC70 (SC1059
Santa Cruz) se usó 1:1000 y el secundario es un conjugado
con peroxidasa (SC2020). Todas las células control se
dejaron sin medio de cultivo durante 10 minutos A. 1 A y
2C Células control MA104 sin centrifugar. Las demás mues-
tras son osteoblastos. 2 A, 1B y 1C control, cultivo de 48
horas sin centrifugar. 3A cultivo de 24 horas centrifugado
a 1000 por 5 minutos. 4A, 2B y 3C cultivo de 24 horas
centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos. 5A y 3B cultivo de
24 horas centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. 6A, 4B
y 4C cultivo de 48 horas centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos. 7A, 5B y 6C cultivo de 48 horas centrifugado a
2000 rpm por 10 minutos. 8 A cultivo de 48 horas centrifu-
gado a 2000 rpm por 12 minutos. (Ver anexo).
Igualmente, luego de aplicar la fuerza tensil, las
células se fijaron con paraformaldehido al 4 por
ciento y se permeabilizaron con triton X100 para
incubarlas con el anticuerpo contra HSC70 y eva-
luar su expresión. Los resultados sugieren que la
Figura 7. Inmunocitoquímica de la proteína de choque tér-
mico HSC70. Los osteoblastos cultivados se trataron como
se describe en materiales y métodos. El anticuerpo prima-
rio se usó 1:100 (SC1059 Santa Cruz). El anticuerpo se-
cundario biotinilado (1:200) y la avidina – peroxidasa de
VECTOR. Se reveló con diaminobenzidina al 0.1% y se
contracoloreó con hematoxilina. Todas las células control
se dejaron sin medio de cultivo durante 10 minutos 1. Oste-
oblastos control con el Ac secundario. 2. control, cultivo de
24 horas sin centrifugar. 3. control, cultivo de 48 horas sin
centrifugar. 4. cultivo de 24 horas centrifugado a 1000 rpm
por 5 minutos. 5. cultivo de 24 horas centrifugado a 2000
rpm por 5 minutos. 6. cultivo de 24 horas centrifugado a
2000 rpm por 10 minutos. 7 cultivo de 48 horas centrifuga-
do a 2000 rpm por 5 minutos. 8 y 9. cultivo de 48 horas
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. Imágenes de mi-
croscopio de luz objetivo de 20X. (Ver anexo).
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La detección de la HSC70 se hizo simultánea-
mente en todas las laminillas de los distintos tra-
tamientos. Al aplicar 1000 rpm la tinción parece
ser más débil que al aplicar 2000 rpm. Aunque el
dato es reproducible es de difícil interpretación
pues en este caso interpretar la intensidad de la
tinción es subjetiva. En cambio si existen marca-
das diferencias entre las células control, a las cua-
les no se les aplicó la fuerza y permanecieron sin
medio de cultivo durante diez minutos, y las que
recibieron el tratamiento (Figura 7).
Discusión
La técnica aquí descrita permitió obtener un
cultivo enriquecido de osteoblastos a juzgar por
sus características morfológicas, inmunocito-
químicas y por la expresión de la enzima
fosfatasa alcalina. La viabilidad y el crecimien-
to celular fueron adecuados durante el mes de
cultivo de los osteoblastos. Esto se determinó
por la expresión del antígeno de proliferación
celular nuclear (PCNA) y por la viabilidad con
azul tripan. El porcentaje de células con marca-
dores “característicos” de osteoblastos (80% de
las células expresaron Cbfa-1 y OPN, el 60%
ON y el 50% OPG) no alcanzó el 100 por ciento
ni fue homogéneo, sugiriendo que en el cultivo
pueden existir un porcentaje de células que no
son osteoblastos o que la expresión de tales
antígenos varía dependiendo del momento del
ciclo celular en que se encuentre la célula.
La técnica de electroforesis SDS-PAGE
unidimensional, revelada con azul de Coomassie
o nitrato de plata, no permitió determinar diferen-
cias en el patrón de corrido entre osteoblastos
tratados respecto a los no tratados con la fuerza
tensil. Esto sugiere que no hay expresión diferen-
cial evidente en el número de proteínas implica-
das en el estrés por tensión respecto al control. Si
las hubiese, tales diferencias no pueden ser de-
tectadas por este método. Las diferencias en can-
tidad tampoco son fácilmente detectadas por este
sistema. Por esta misma razón se determinó no
realizar electroforesis bidimensional dado que
posiblemente no cambien los resultados o los cam-
bios sutiles sean de difícil interpretación. Al apli-
car una fuerza tensil a la célula, en este caso como
gravedades, genera estrés, por esta razón se de-
terminó analizar si la proteína de estrés HSC70
(Heat Schock Cognate) se sobreexpresa luego
de centrifugar las células.
Las técnicas de inmunocitoquímica y de Western
blot indican que la proteína HSC70 aumenta su
expresión en todas las células que se sometie-
ron a la fuerza tensíl con respecto a las células
control. Esto permite especular que al aplicar la
fuerza probablemente se desestabilizan las unio-
nes existentes entre las macromoléculas de la
matriz extracelular, las de membranas
citoplasmáticas y el citoesqueleto produciendo
en la célula un estrés bioquímico. Probablemen-
te la célula aumenta todas las proteínas de estrés,
incluida la HSC70, intentando estabilizar las pro-
teínas que interrumpen su unión y pudieran aso-
ciarse de manera anómala produciendo
interacciones inespecíficas. Llama la atención
que haya una fuerte tinción en las prolongacio-
nes donde establecen contacto las células. Esta
zona quizá sufre una fuerte tensión, al igual que
el citoesqueleto. La proteína HSC70 está muy
ligada con el citoesqueleto y con la membrana
citoplasmática, específicamente con actina. Por
esto, no sorprende que aumente su expresión en
esta zona de estrés generada por la fuerza de
gravedad aplicada a la célula. La técnica no
permite distinguir diferencias de expresión en-
tre las células a las que se les aplicó la fuerza
durante cinco o diez minutos (Figuras 6 y 7). Si
hubiese diferencias probablemente solo se de-
tecten al examinar la HSC70 mediante la técni-
ca de citometría de flujo (FACS).
Se decidió utilizar la fuerza de gravedad para
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representar la fuerza mecánica producida en
ortodoncia porque solamente se requiere de una
centrífuga de células, el tratamiento se aplica en
corto tiempo y ésta se distribuye homogénea-
mente en todas las células de la laminilla, ade-
más se manejan todas las células de un mismo
tratamiento simultáneamente.
No se ha determinado la expresión genética im-
plicada en el movimiento dental, ni cómo res-
ponden las células óseas a un estímulo mecáni-
co. Se conoce que las fuerzas mecánicas ejer-
cidas sobre las raíces de los dientes, posibilitan
el movimiento del diente a través del alvéolo. Se
sabe que un estrés mecánico activa la cascada
de transducción intracelular (16) y el remodelado
óseo es una secuencia coordinada de eventos
de células mediadoras. Para un adecuado trata-
miento en ortodoncia es importante conocer el
manejo de las fuerzas que se aplican a los dien-
tes para corregir una posición o llevar el diente
a una posición deseada. Es importante conside-
rar el largo de la raíz dental, el tamaño de la raíz,
el ancho de la raíz, la anatomía y si son varias
raíces.
La conversión de una señal extracelular a
intracelular como proliferación celular se deno-
mina “transducción de señal”. Sin embargo, el
mecanismo bioquímico involucrado en la con-
versión de las señales que generan la fuerza apli-
cada a las células no se conoce. Ante esta ca-
rencia se han tomado como modelo los meca-
nismos de activación celular frente a cualquier
estímulo y no específicamente ante estímulos
mecánicos. Por esta razón, aplicar la fuerza de
gravedad a las células permite aproximarnos a
entender, en parte, los cambios bioquímicos que
operan en una célula sometida a una fuerza
mecánica como la que se aplica en ortodoncia.
Aunque en este caso la fuerza de gravedad apli-
cada a las células es una fuerza transitoria y la
aplicada en ortodoncia es  “constante”, es inte-
resante conocer que las proteínas de estrés ce-
lular se sobre-expresen. No sorprendería que
una fuerza exagerada aplicada sobre un diente
altere completamente la “organización bioquí-
mica” y sobrepase la capacidad que tienen las
proteínas de estrés de mantener las proteínas
en su estado conformacional adecuado. Cuan-
do esto sucede probablemente se inducen los
mecanismos de apoptosis llevando a la pérdida
de adherencia celular y del diente con las con-
secuencias desastrosas ya conocidas.
Sería interesante, determinar si las diferencias
halladas por las técnicas aquí descritas se co-
rroboran mediante la técnica de citometría de
flujo (FACS) o si cambian los niveles del RNAm
que codifica para HSC70. Igualmente, sería in-
teresante evaluar la expresión de otras proteí-
nas de estrés celular en células implicadas en el
anclaje dental luego de someterlas a fuerza tensil
y determinar si hay sobre-expresión de las pro-
teínas de estrés celular en el tejido implicado en
el anclaje dental durante el tratamiento de
ortodoncia.
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